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Abstract of WO0044877 

The invention relates to a bioreaction module for 
biochemical reactions, especially for cell-free 
polypeptide-biosynthesis, comprising a housing 
(1) which encompasses a system chamber (12) 
and a supply chamber (10). During the 
biochemical reaction, the system chamber (12) 
contains a producing system and the supply 
chamber (10) contains a supply liquid. The 
system chamber (12) and the supply chamber 
(10) are separated by a semipermeable 
membrane (7). The housing (1) has a system 
chamber part (5) and at least one supply 
chamber part (3), between which the 
semipermeable membrane (7) is fixed. The 
system chamber (12) is delimited by the system 
chamber part (5) and the semipermeable 
membrane (7) and the supply chamber (10) is 
delimited by the supply chamber part (3) and the 
semipermeable membrane (7). 
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(54) Title: DEVICE FOR CARRYING OUT THE CELL-FREE SYNTHESIS OF PROTEINS 

(54) Bezeichnung: VORRICHTUNG ZUR ZELLFREIEN SYNTHESE VON PROTEINEN 

(57) Abstract 

The invention relates to a bioreaction module 
for biochemical reactions, especially for cell-free 
polypeptide-biosynthesis, comprising a housing (1) which 
encompasses a system chamber (12) and a supply chamber 
(10). During the biochemical reaction, the system chamber 
(12) contains a producing system and the supply chamber 
(10) contains a supply liquid. The system chamber (12) and 
the supply chamber (10) are separated by a semipermeable 
membrane (7). The housing (1) has a system chamber part 
(5) and at least one supply chamber part (3), between which 
the semipermeable membrane (7) is fixed. The system 
chamber (12) is delimited by the system chamber part 
(5) and the semipermeable membrane (7) and the supply 
chamber (10) is delimited by the supply chamber part (3) 
and the semipermeable membrane (7). 

(57) Zusammenfassung . 

Bioreaktionsmodul fur biochemische Reaktionen, ins- 
besondere fiir die zellfreiePolypeptid-Biosynthese, mit einem 
Gehause (1), das eine Systemkammer (12) und eine Ver- 
sorgungskammer (10) umschliesst, wobei die Systemkammer 
( 1 2) wahrend der biochemischen Reaktion ein produzierendes 
System enthalt, die Versorgungskammer (10) wahrend der 
biochemischen Reaktion eine Versorgungsfliissigkeit enthalt 
und die Systemkammer (12) und die Versorgungskammer (10) 
durch eine semipermeable Membran (7) getrennt sind. Das 

Gehause (1) weist ein Systemkammerteil (5) und mindestens ein Versorgungskammerteil (3) auf, zwischen denen die semipermeable Mem- 
bran (7) eingespannt ist, wobei die Systemkammer (12) von dem Systemkammerteil (5) und der semipermeablen Membran (7) und die 
Versorgungskammer (10) von dem Versorgungskammerteil (3) und der semipermeablen Membran (7) begrenzt ist. 
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VORRICHTUNG ZUR ZELLFREIEN SYNTHESE VON PROTEINEN 

Die Erfindung betrifft einen Bioreaktionsmodul fiir bio- 
chemische Reaktionen, insbesondere fur die zellf reie Bio- 
synthese von Proteinen oder anderen Polypeptides In der 
Biotechnologie werden biochemische Reaktionen vielfach in 
kleinen, leicht handhabbaren Reaktionsgef aSen durchge- 
fiihrt, die hier als Bioreaktionsmodul bezeichnet werden. 
Sie dienen vor allem fur die Biosynthese von Polypepti- 
den, wie beispielsweise Peptidhormonen, Antibiotika und - 
in neuerer Zeit besonders bedeutsam - Humanprot einen, Zu 
den dabei benutzten biochemischen Systemen gehoren reine 
Trans 1 at ions systeme, bei denen die Biosynthese auf dem 
genetischen Code einer Boten-RNA (mRNA) basiert und 
Transcriptions/Translations-Systeme, die auch den voraus- 
gehenden Schritt der Bildung von Boten-RNA aus DNA umfas- 
sen. Neben der Biosynthese werden Bioreaktionsmodule auch 
fur andere biochemische Reaktionen, insbesondere enzyma- 
tische Reaktionen, verwendet. 

Von besonderer Bedeutung ist die zellf reie Biosynthese, 
die im Vergleich zu in-vivo Systemen wesentliche Vorteile 
hat. Beispielsweise ermoglicht sie die Expression von to- 
xischen und unstabilen Genprodukten. Die zellf reie Bio- 
synthese wird oft. fur analytische Zwecke verwendet, ins- 
besondere um rasch und bequem zu verif izieren, daS aus 
einem geklonten Gen tatsachlich die gewunschten Genpro- 
. dukte synthetisiert werden. Daneben gibt es viele andere 
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wichtige Anwendungsf alle, wie beispielsweise die Untersu- 
chung von Eiwei£:Eiwei£ Wechselwirkungen und Eiwei£:DNA 
Wechselwirkungen. 

Ein Verfahren zur zellfreien Biosynthese von Polypeptiden 
ist beispielsweise in der US-Patentschrif t 5,478,730 be- 
schrieben. Das dort verwendete Translationssystem enthalt 
eine Quelle von mRNA, die das Polypeptid codiert . Weiter 
sind in dem zellfreien Synthesesystem Ribosomen, tRNA, 
Aminosauren, ATP und GTP enthalten. Die Translation der 
mRNA mit Hilfe der tRNA fuhrt zur Produktion des Polypep- 
tids, wobei zugleich Nebenprodukte und Abfallstof fe rait 
niedrigerera Molekulargewicht entstehen. Diese konnen 
durch eine semipermeable Membran, die den Raum, in dem 
das Synthesesystem enthalten ist, von einem Versorgungs- 
raum trennt, in den Versorgungsraum ubertreten. Der Ver- 
sorgungsraum enthalt eine als Versorgungsmedium wirkende 
Flussigkeit, in der ATP, GTP und Aminosauren enthalten 
sind. Diese Kotnponenten werden durch die semipermeable 
Membran dem Synthesesystem zugefiihrt, um den Verbrauch 
wahrend der Bioreaktion zu ersetzen. Der Durchtritt durch 
die semipermeable Membran ist moglich, weil ihr Moleku- 
largewicht unterhalb von deren DurchlaSgrenze liegt. Zu- 
gleich gelangen Produkte der biochemischen Reaktion und 
andere Substanzen, deren Molekulargewicht unterhalb der 
DurchlaSgrenze der Barriere liegt, aus dem Reaktionsraum 
in den Versorgungsraum. Die semipermeable Membran ist ge- 
maS der US-Patentschrif t 5,478,730 eine Ultraf iltrations- 
membran in Form von Membran-Hohlfasern. 

Die US-Patentschrif t 5,478,730 enthalt umfangr.eiche wei- 
tere Erlauterungen uber geeignete Zusammensetzungen des 
Synthesesystems und der Versorgungsf lussigkeit . Insoweit 
bezieht sich die vorliegende Erfindung auf den vorbekann- 
ten Stand der Technik, wie er insbesondere dieser US- 
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Patentschrif t und den darin zitierten Literaturstellen zu 
entnehmen ist . Deren Inhalt wird durch Bezugnahme zum In- 
halt der vorliegenden Anmeldung gemacht. 

Die bei biochemischen Reaktionen insgesamt biochemisch 
wirksamen Komponenten kann man allgemein als "produzie- 
rendes System" bezeichnen. Soweit die Erfindung fur an- 
dere biochemische Reaktionen als Polypeptidsynthesen ver- 
wendet wird, wird ein dem jeweiligen Anwendungszweck an- 
gepafites produzierendes System eingesetzt. Auch hierzu! 
konnen nahere Angaben der einschlagigen Literatur entnom- 
men werden. Ein produzierendes System kann grundsatzlich 
alles sein, was in der Lage ist, die Umsetzung bzw. die 
Synthese gewunschter Verbindungen auf biochemischem Wege 
zu ermoglichen oder zu beschleunigen. Neben dem eirwahnten 
Translations- bzw. Transcriptionssystemen kommen insbe- 
sondere Enzyme und Enzymkomplexe in Verbindung mit den 
bei derartigen Verfahren gebrauchlichen Hilf ssubstanzen 
in Betracht. 

Da die fur die Biosynthese von Polypeptiden erf orderliche 
mRNA meist nur in sehr geringen Mengen zur Verfugung 
steht, sind.die Bioreaktionsmodule vielfach sehr klein. 
Die Erfindung richtet sich insbesondere auf Mikro-Bio- 
reaktionsmodule, bei denen die Kammer, die das produzie- 
rende System enthalt, ( "Systemkammer" ) ein Volumen von 
vorzugsweise hochstens 2 ml, jedenfalls weniger als 
10 ml, hat. Da es sich dabei urn zur einmaligen Verwendung 
vorgesehene Einwegprodukte handelt, kommt es besonders 
darauf an, daS solche Mikro-Bipreaktionsmodule zu gunsti- 
gen Kosten herstellbar sind. 

Ein besonderes Problem bei der Durchfiihrung von biochemi- 
schen Reaktionen in Bioreaktionsmodulen besteht darin, 
eine moglichst hohe Ausbeute, also eine moglichst groSe 
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Produktmenge bezogen auf die eingesetzte Menge an mRNA zu 
erzielen. Um dieses Ziel zu erreichen wird in der US Pa- 
tentschrift 5,478,730 ein Verfahren beschrieben, das in 
der Fachwelt als CFCF (continuous flow cell free) -Syn- 
these bezeichnet wird. Dabei wird das produzierende Sy- 
stem in eine Ultraf iltrationszelle eingeschlossen und die 
Versorgungsf liissigkeit durch die semipermeable Membran 
hindurch in den Raum gepurript, in dem sich das produzie- 
rende System befindet. Die Ausbeute ist dabei wesentlich 
von der pro Zeiteinheit dem produzierenden System zuge- 
fuhrten Menge an Versorgungsf liissigkeit (Zufuhrrate) ab- 
hangig. Beispielsweise wird in der US - Patent schrift 
5,478,730 ein Versuch mit einem Synthesekammervolumen von 
1 ml beschrieben, bei dem die Zufuhrrate zwischen 2 ml/h 
und 3 ml/h variiert wurde . Die Ergebnisse zeigen, daS mit 
der hoheren Zufuhrrate eine hohe Produktionsleistung re- 
sultierte, wahrend bei der niedrigeren Zufuhrrate die 
Produktmenge kaum zunahm. 

Mit Hilfe des CFCF-Systems konnen hohe Produktausbeuten 
(liber 100 /xg fur ein Systemkammervolumen von 1 ml) er- 
reicht werden, jedoch sind damit erhebliche Nachteile 
verbunden. Beispielsweise wird in der Publikation 
J. Davis et al.: "in vitro Transcription/Translation" ; 
Promega Notes 56, 14-21, das CFCF-Verf ahren wegen Pro- 
blemen durch Verstopfung der Membran, storende Protein- 
aggregation und unerklarliche Unterbrechung der Transla- 
tion kritisiert. Aufierdem ist eine aufwendige Apparatur 
notwendig. Deshalb schlagen die Autoren dieser Publika- 
tion die Verwendung eines sogenannten "DispoDialyzer Rn 
vor. Dabei handelt es sich um ein kleines rohrenformiges 
GefaS mit semipermeablen Wanden, in das 250 fil produzie- 
rendes System eingefullt werden. Zur Durchfuhrung der 
Biosynthese wird der Dispodialyzer in einem konischen 
15 ml Laborrohrchen plaziert, das zwischen 3,5 und 7 ml 
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Versorgungsf liissigkeit enthalt. Das Laborrdhrchen mit dem 
DispoDialyzer wird wahrend. der Reaktionszeit (20 Stunden) 
mittels eines Laborschiittelgerates geschuttelt. 

Durch diese Verf ahrensweise sollen die Nachteile des 
CFCF-Verf ahrens vermieden und es soil mit einer verhalt- 
nismaSig einfachen Apparatur eine hohe Produktausbeute 
ermoglicht werden. Diese Ziele werden jedoch nur in unzu- 
reichendem Umfang erreicht . AuSerdem ist die Handhabung 
umstandlich und die Qualitat des Syntheseergebnisses sehr 
unterschiedlich* In vielen Fallen entstehen Undichtigkei- 
ten Oder sonstige mechanische Besch&digungen der Membran, . 
die zu einem unbrauchbaren Resultat fuhren. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, einen 
Bioreaktionsmodul zur Verfiigung zu stellen, mit dem Bio- 
reaktionen einfach, kostengunstig und mit einer moglichst 
hohen Ausbeute durchgefuhrt werden konnen. 

Die Aufgabe wird gelost durch einen Bioreaktionsmodul fur 
biochemische Reaktionen, insbesondere fur die zellfreie 
Polypeptid-Biosynthese, mit einem Gehause, das eine Sy- 
stemkammer und eine Versorgungskammer umschlieSt, wobei . 
die Systemkammer w&hrend der biochemischen Reaktion ein- 
produzierendes System enthalt, die Versorgungskammer wah- 
rend der biochemischen Reaktion eine Versorgungsf liissig- 
keit enthalt und die Systemkammer und die Versorgungskam- 
mer durch eine semipermeable Membran getrennt sind, wel- 
cher dadurch gekennzeichnet ist, daS das Gehause ein Sy- 
stemkammerteil und mindestens ein Versorgungskammerteil 
aufweist und die semipermeable Membran z wis chen den. 
Kammerelementen derartig eingespannt ist, daS die System- 
kammer von dem Systemkammerteil und der semipermeablen 
Membran und die Versorgungskammer von dem Versorgungskam- 
merteil und der semipermeablen Membran begrenzt ist. 
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AuSerdem richtet sich die Erfindung auf ein Bioreaktions- 
verfahren unter Verwendung eines solchen Moduls. 

Ein erf indungsgemafier Bioreaktionsmodul besteht aus weni- 
gen Teilen, die einfach hergestellt und zusammengebaut 
werden konnen. Trotz der daraus resultierenden geringen 
Herstellkosten ermoglicht er bei einfacher Handhabung die 
Durchfuhrung von Bioreaktionen mit hoher Ausbeute. 

Der erf indungsgemafie Bioreaktor eignet sich fur unter- 
schiedliche Bioreaktionsverf ahren, darunter auch fur 
Durchflu£( continuous f low) -Verf ahren. Bevorzugt wird er. 
jedoch bei Verf ahren verwendet, bei denen kein Pumpvor- 
gang stattfindet, d.h. die Versorgungsf liissigkeit in der 
Versorgungskammer wahrend der biochemischen Reaktion 
nicht mit externem Druck beaufschlagt wird. Inf olgedessen 
basiert der Substanzaustausch zwischen den Kammern au's- 
schlieSlich auf Diffusion durch die Membran, also auf 
Dialyse. In dem MaE, in dem in der mittleren Kammer die 
Konzentration von bei der Biosynthese verbrauchten Sub- 
stanzen abnimmt/ stromen diese aufgrund des Konzentrati- 
onsgefalles aus der mindestens einen Versorgungskammer 
nach. Entsprechendes geschieht umgekehr.t mit Abfallstof- 
fen der Biosynthese. 

Die semipermeable Membran ist bevorzugt eine Dialysemem- 
bran. Dialysemembranen sind (bei gleicher AusschluS- 
grenze) im Verhaltnis zu den bei Durchf luSverf ahren ein- 
gesetzten Ultraf iltrationsmembranen mechanisch weniger 
stabil. Dennoch treten bei dem erf indungsgemaSen Bioreak- 
tionsmodul nur in sehr geringem Umf ang mechanische 
Beschadigungen der Membran auf. Im Vergleich zu einer Ul- 
traf iltrationsmembran mit gleicher Durchlafigrenze wird 
eine wesentlich effektivere Biosynthese (bessere Aus- 
beute) erreicht. Bevorzugt liegt die DurchlaSgrenze 
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(molecular cutoff) bei mindestens etwa 10 kD und hochs- 
tens etwa 20 kD. 

Fur manche Falle ist eine Konstruktion vorteilhaft, bei 
der das Gehause zwei Versorgungskammern einschliefit, die 
an eine Systemkammer angrenzen und von dieser durch eine 
erste und eine zweite semipermeable Membran getrennt 
sind. Das Gehause eines solchen 3-Kammer-Moduls weist 
zwei Versorgungskammerteile. auf , wobei die erste semiper- 
meable Membran zwischen dem Systemkammerteil und dem er- 
sten Versorgungskammerteil und die zweite semipermeable 
Membran zwischen dem Systemkammerteil und dem.zweiten 
Versorgungskammerteil eingespannt ist. 

Gemafi einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm enthalt 
mindestens eine, bevorzugt jede, Kammer des Moduls ein 
Magnetruhrelement , das mittels eines externen Magnet- 
feldes in eine Drehbewegung versetzt werden kann. Der 
Bioreaktionsmodul wird als einmal verwendbares Wegwerf-. 
teil gebrauchsfertig, gegebenenf alls einschliefilich 
Magnetruhrelement, hergestellt. 

Die Erfindung wird im folgenden anhand von in den Figuren 
dargestellten Ausfuhrungsbei spiel en naher erlautert; es 
zeigen: 

Fig. 1 Eine perspektivische Aufienansicht eines erfin- 

dungsgemaSen Bioreaktionsmoduls, 
Fig. 2 eine Explosionsdarstellung des Moduls gemaS 

Fig. 1, 

Fig. 3 einen Querschnitt durch eine geringfugig abge- 
wandelte Ausf uhrungsf orm eines Bioreaktions- 
moduls, 
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Fig. 4 eine Detaildarstellung aus Fig, 3 zur Verdeut- 
lichung einer bevorzugten Konstruktion zum Ein- 
spannen des Randbereiches einer Membran, 

Fig. 5 einen Querschnitt durch eine weitere bevorzugte 
Aus fuhrungs form eines erf indungsgemaSen Bio- 
reaktionsmoduls . 

Das Gehause 1 des in den Figuren 1 bis 4 dargestellten 
Bioreaktionsmoduls 2 besteht im wesentlichen aus drei 
Kammerteilen, namlich einem ersten Versorgungskammerteil 
3/ einem zweiten Versorgungskammerteil 4 und eiriem zwi- 
schen den beiden Versorgungskammerteilen angeordneten und 
mit diesen verbundenen Systemkammerteil 5. Eine erste se- 
mipermeable Membran 7 ist zwischen dem ersten Versor- 
gungskammerteil 3 und dem Systemkammerteil 5 derartig 
eingespannt, dalS ein peripherer, die Austauschf lache der 
Membran umgebender Randstreifen 14 zwischen den angren- 
zenden Kammerteilen 3,5 eingeklemmt und die Membran da- 
durch gespannt ist. In gleicher Weise ist zwischen dem 
zweiten Versorgungskammerteil und dem Systemkammerteil 
eine zweite semipermeable Membran 8 eingespannt. 

Eine erste Versorgungskammer 10 wird durch die Wande ei- 
ner in dem ersten Versorgungskammerteil 3 vorgesehenen 
nur zu dem Systemkammerteil 5 hin of fenen Ausnehmung und 
die erste, die die Offnung der Ausnehmung uberspannende, 
semipermeable Membran 7 begrenzt. Entsprechend wird eine 
zweite Versorgungskammer 11 von den Wanden einer eben- 
falls einseitig of fenen Ausnehmung des zweiten Versor- 
gungskammerteils 4 und der zweiten semipermeablen Membran 
umschlossen. Zwischen den beiden semipermeablen Membranen 
7, 8 befindet sich eine Systemkammer 12, die von den 
beiden Membranen und den Wanden einer beidseitig of fenen 
Ausnehmung des Systemkammerteils 5 gebildet wird. Die 
Wande der Ausnehmungen in den Kammerteilen 3,4 und 5 
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fluchten, d.h. ihre an die Membranen 7,8 angrenzenden 
Kanten umrahmen die Membranen entlang einer ubereinstim- 
menden Begrenzungslinie . 

Die Membranen 7,8 sind zwischen deii Kammerteilen 3,5 bzw. 
4,5 jeweils derartig dichtend eingespannt, dafi ein mole- 
kularer Austausch zwischen der Systemkammer 12 und der 
benachbarten Versorgungskammer 10 bzw, 11 jeweils nur 
durch die Membran 7 bzw. 8 moglich ist. Dies wird durch 
an den Kammerteilen 3,5 bzw. 4,5 vorgesehene, die Aus- 
tauschf lichen 7a, 8a der Membranen 7,8 umschlieSende ring- 
formige Dichtungsmittel 9 erreicht, zwischen denen der 
periphere Randbereich 14 der Membranen 7,8 dichtend ein- 
gespannt ist . 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsf orm geeigneter Dichtungsmit- 
tel 9 ist in Figur 4 dargestellt. Dabei weist eines der 
die Membran einspannenden Kammerteile, im dargestellten 
Fall das Systemkammerteil 5, eine umlaufende Nut 13 und 
das andere Kammerteil, im dargestellten Fall das Versor- 
gungskammerteil 3 eine mit der Nut f luchtende und in 
diese eindringende vorspringende Rippe 16 auf , durch die 
der zwischen den Kammerteilen 3,5 eingespannte periphere 
Randbereich 14 der Membran in die Nut 13 gedruckt wird. 
Der ringformige Bereich der Kammerteile 3,5, in dem der 
periphere Randbereich 14 der Membran 7 eingespannt ist, 
wird als Spannbereich 18 bezeichnet. In einer praktisch 
bewahrten Ausfiihrungsform hat die Nut 13 eine Breite von 
etwa 1 mm und eine Tiefe von etwa 0,6 mm. Die Hohe der 
Rippe 16 betragt dabei etwa 0,3 mm, ihre Fufibreite ist 
geringfugig kleiner als die Breite der Nut und ihre in 
die Nut eindringenden Kanten sind, wie in Figur 4 darge- 
stellt, abgerundet. 


WO 00/44877 


PCT/DE00/00190 


10 


Die Kammerteile 3,4,5 bestehen vorzugsweise aus Kunst- 
stoff , wie beispielsweise Polyether-Sulf on, PVC oder PMMA 
und werden beispielsweise als Giefiteile hergestellt. Die 
Membran besteht aus Zelluloseacetat , unter Umstanden aus 
Zellulosenitrat . In einem praktisch bewahrten Ausfuh- 
rungsbeispiel betrug das Volumen der Systemkammer 1 ml 
und das Volumen der beiden benachbarten Versorgungskam- 
mern je 5 ml, so dafi die Relation zwischen dem Volumen 
der Systemkammer und dem Gesamtvolumen der an die System- 
kammer angrenzenden von dieser durch eine semipermeablen 
Membran getrennten Versorgungskammern 1:10 betrug. Vor- 
zugsweise liegt diese Relation bei mindestens 1 : 5 und 
hochstens 1:20, wobei Werte von mindestens 1:7 und 
hochstens 1:15 bevorzugt sind. 

Die Verbindung der Kammerteile 3,4,5 kann mit in der 
Kunststof f technik iiblichen Mitteln, beispielsweise durch 
Schrauben, Kleben oder als Kunststof f-Steckverbindung er- 
folgen. Wesentlich ist, daS die Kammerteile 3 bis 5 eine 
ausreichende Steif igkeit haben, um einen gleichmaSigen 
Druck auf den Randbereich der Membranen zu gewahrleisten. 
Zur Gewichtsersparnis und Verbesserung der Steifigkeit 
konnen die Kammerteile zusatzliche Hohlraume, die bei der 
Benutzung des Bioreaktionsmoduls nicht mit Pliissigkeit 
gefullt werden, wie beispielsweise die in Figur 3 
dargestellten Hohlraume 15, aufweisen. 

Vorzugsweise enthalt mindestens eine der Kammern ein 
Magnet riihrelement 17, das der Ubersichtlichkeit halber 
nur in einer der Versorgungskammern in Figur 3 darge- 
stellt ist. Soweit mehrere Versorgungskammern vorhanden 
sind, ist es bevorzugt in beiden Versorgungskammern 
vorgesehen. Es. kann auch vorteilhaft sein, in jeder der 
Kammern, also auch in der Systemkammer 12, ein Magnet- 
ruhrelement 17 vorzusehen. In der Regel ist es bevorzugt, 
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den Bioreaktionsmodul 2 moglichst weitgehend gebrauchs- 
fertig, gegebenenf alls einschlieSlich der Magnetruhrele- 
mente, herzustellen und an den Benutzer zu lief em. 

Die Verwendung eines Magnetriihrelementes hat sich vor al- 
lem in Versorgungskamraern mit einem Volumen von mehr als 
2 ml, insbesondere mehr als 3 ml als vorteilhaft er- 
wiesen. Bei noch kleineren Volumina der Versorgungskammer 
(und somit sehr kleinen Bioreaktionsmodulen) ist es vor- 
teilhaft, den gesamten Bioreaktionsmodul wahrend der bio- 
chemischen Reaktion zu schutteln. Dabei kann in mindes- 
tens einer der Kammern eine Ruhrkugel eingeschlossen 
sein, urn die Durchmischung zu fordern. 

Die Kammern konnen mittels einer gewohnlichen Laborpi- 
pette gefiillt werden. Zu diesem Zweck weisen sie jeweils 
AnschluSof fnungen auf, von denen Leitungfen in die jewei- 
ligen Kammern fuhren. Bei der in Figur 2 dargestellten 
Ausfiihrungsform haben die Versorgungskammern 10,11 je 
zwei AnschluSof fnungen 20,21 bzw. 22,23 und auch die Sy- 
stemkammer 12 hat zwei AnschluSof fnungen 23,24. Im Mvin- 
dungsbereich der AnschluSof fnungen sind jeweils Dichtun- 
gen, beispielsweise zylinderformige Silikongummidichtun- 
gen 26 vorgesehen, die ein dichtes AnschlieSen. der Pipet- 
tenspitze ermoglichen. Die AnschluSof fnungen 20 bis 25 
sind mittels eines Deckelteils 28 verschlieSbar, welches 
VerschluSzapfen 29 aufweist, die beim Aufsetzen des 
Deckelteils 28 in die AnschluSof fnungen eindringen und 
mittels der Dichtungen 26 einen dichten VerschluS bewir- 
ken. 

Zur Durchfuhrung einer biochemischen Reaktion werden die 
Versorgungskammern 10 und 11 mit einer Versorgungsf liis- 
sigkeit und die Systemkammer 12 mit einem produzierenden 
System gefullt. Wahrend der biochemischen Reaktion wird 
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das mindestens eine Magnet ruhrelement 17 mittels eines 
externen Magnetfeldes in Rotation versetzt, so daS die 
Versorgungsf liissigkeit bzw. das produzierende System wah- 
rend der Reaktion standig geriihrt wird. 

Fur die Handhabung beim Befullen des Bioreaktionsmoduls 2 
ist es vorteilhaft, wenn das Gehause in einer Position 
aufgestellt werden kann, bei der die AnschluSof fnungen 20 
bis 25 schrag nach oben gerichtet sind. Dies lafit sich 
dadurch erreichen, daS das Gehause eine quer zu der Mem- 
branoberf lache verlaufende FuSebene aufweist, die so ori- 
entiert ist, daS dann, wenn der Modul sich in einer Full- 
position befindet, bei der er mit in der FuSebene liegen- 
den Abstiitzpunkten auf einer horizontalen Flache steht, 
die Membran im wesent lichen vertikal verlauft, wobei sich 
die AnschluSof fnungen 20 bis 25 im oberen Teil des Mo- 
duls, also zumindest oberhalb von dessen Mittelpunkt be- 
finden. Diese Position wird als Fullposition bezeich-net. 
Bei dem in Figur 2 dargestellten Modul bilden die schrag 
verlaufenden Flachen 30 und 31 des insgesamt rombisch ge- 
stalteten Gehauses jeweils eine FuSebene, die diese Be- 
dingungen erfullt. Die FuSebene muS jedoch nicht von ei- 
ner geschlossenen ebenen Gehausef lache gebildet werden. 
Da es nur auf die Orientierung des Gehauses 1" ankommt, 
genugen drei Abstiitzpunkte, die eine die genannte Bedin- 
gung erfiillende FuSebene bilden. 

Zum Fullen ist es vorteilhaft, wenn mindestens die Ver- 
sorgungskammern jeweils eine Leitung 19 aufweisen, die 
dann, wenn sich der Modul in der Fullposition befindet, 
von der jeweiligen AnschluSSf fnung derartig in den unte- 
ren Bereich der jeweiligen Kammer 10 bzw. 11 fuhren, daS 
sich die Miindung im unteren Bereich der Kammer, zumindest 
unterhalb von deren Mittelpunkt befindet. 
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Obwohl die Erfindung anhand eines 3-Kammer-Moduls be- 
schrieben wurde, sind - wie dargelegt - auch Ausfuhrungs- 
formen mit einer abweichenden Anzahl von Kammern, insbe- 
sondere ein 2-Kammer-Modul, moglich. Die Konstruktion der 
Kammerteile und der Membrane inspannung kann dabei ahnlich 
wie bei den obigen Figuren gestaltet sein, wobei aber 
selbstverstandlich das Systemkammerteil einseitig (auf 
der von der Versorgungskammer abgewandten Seite) geschlo- 
ssen ist. 

In Figur 5 ist ein solcher 2-Kammer-Modul dargestellt. 
Dabei sind die in ihrer Funktion der bisher beschriebenen 
Ausftihrungsf orm entsprechenden Bauteile mit den gleichen 
Bezugszif fern bezeichnet. Der Bioreaktionsmodul 2 enthSlt 
eine Systemkammer 12 und eine Versorgungskammer 10. Beide 
Kammern sind durch eine semipermeable Dialysemembran 7 
voneinander getrennt. Die Systemkammer 12 ist von einem 
Systemkammerteil 5 und der semipermeablen Membran 7 be- 
grenzt. Entsprechend ist die Versorgungskammer 10 von ei- 
nem Vorsorgungskammerteil 3 und der semipermeablen Mem- 
bran 7 begrenzt. Die Membran 7 ist an ihrem peripheren 
Randbereich 14 mittels ringformig umlaufenden Dichtungs- 
mitteln 9 dichtend eingespannt, wobei bevorzugt die an- 
hand von Figur 4 beschriebene Konstruktion verwendet 
wird. 

Zur Zentrierung und Fixierung der Membran 7 sind bei der 
dargestellten Ausfiihrungsf orm mehrere (beispielsweise 
sechs) liber den Umfang verteilte an einem der Kammerteile 
(hier dem Versorgungskammerteil 3) angegossene Stifte 3 6 
vorgesehen. Die Membran 7 weist mit den Stiften 36 fluch- 
tende Locher 35 auf, Durch eine leicht konische Gestal- 
tung der Stifte 36 und eine entsprechende Dimensionierung 
und Positionierung der Locher 35 wird erreicht, daS die 
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Membran 7 beim Einsetzen in das mit den Stiften versehene 
Kammerteil 3 leicht vorgespannt wird. 

Die Verbindung der Kammerteile 3 und 5 erfolgt bei der 
dargestellten bevorzugten Ausfuhrungsf orra dadurch, daS 
das Systemkammerteil 5 in eine entsprechende vertiefte 
Aufnahme 34 des Versorgungskammerteils 3 eingepresst 
wird. Urn eine stabile Befestigung zu gewahrleisten, ist 
der AuSendurchmesser des Systemkammerteils 5 mit einem 
geringfugigen Ubermafi im Vergleich zu dem Innendurchmes- 
ser der Aufnahme 34 gefertigt. 

An jedem der Kammerteile 3,5 ist jeweils in einer der 
Membran 7 gegenuberliegenden Wand 38 bzw. 39 eine Full- 
off nung 40 bzw. 41 zum Fullen der von dem jeweiligen Kam- 
merteil umschlossenen Kammer (also der Versorgungskammer 
10 bzw. der Systemkammer 12) vorgesehen. Die Fulloff nun- 
gen 40,41 haben vorzugsweise jeweils einen runden Quer- 
schnitt und gehen in einen Fullkanal 42,43 uber, der von 
einer rohrformigen Wand 44 begrenzt wird, die sich in die 
jeweilige Kammer 10 bzw. 12 hinein erstreckt. 

Der Fullkanal dient vor allem dem Zweck, das Schaumen der 
in die Kammer einzufxillenden biochemischen Flussigkeit zu 
reduzieren. Der dargestellte Bioreaktionsmodul ist fur 
Falle vorgesehen, bei denen nur die in die Systemkammer 
12 einzufiillende Flussigkeit zur Schaumbildung neigt. 
Deswegen fiihrt dort der Fullkanal 42 bis nahe an die Mem- 
bran 7. Der in der Versorgungskammer 10 vorgesehene im 
Verbal tnis zu der Lange der Versorgungskammer sehr kurze 
Fullkanal 43 eignet sich zum Einfullen einer nichtschau- 
menden Flussigkeit. Fur Falle, bei denen auch die Ver- 
sorgungsf lussigkeit zur Schaumbildung neigt, ware auch 
der Fullkanal 43 bis nahe an die Membran 7 heranzuf uhren . 
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Ebenfalls in den der Membran 7 gegenilberliegenden Wanden 
38,40 ist jeweils eine Entluf tungsof fnung 45 bzw. 46 vor- 
gesehen. Sie hat vorzugsweise eine Gestalt (beispiels- 
weise in Form eines sehr schmalen Langloches) , die das 
Ansetzen einer Pipette unmoglich macht, so daS versehent- 
liches Befiillen durch die Beluf tungsof fnung nicht moglich 
ist . 

Die Fiilldf fnungen 40,41 und die Entluf tungsof fnungen 
45/46 sind jeweils mittels eines VerschluSstopf ens 47 
verschlieSbar, der jeweils von einem Klappteil 49 bis 52 
senkrecht zu dessen Flachenausdehnung hervorspringt . Die 
Klappteile 49 bis 52 sind - kostenguhstig mittels Film- 
scharnieren 53 - jeweils an der der semipermeablen Mem- . 
bran 7 gegenuberliegenden Wand 38 bzw. 39 derartig 
schwenkbar angelenkt, dalS der Stopfen 47 in die jeweilige 
Of fnung 40,41,45,46 dichtend eindringt, wenn das Klapp- 
teil 49 bis 52 in die in Figur 5 dargestellte Position 
gebracht wird. Zum Offnen der jeweiligen Of fnung wird das 
Klappteil hochgeschwenkt , wie dies beispielsweise fur das 
Klappteil 50 gestrichelt dargestellt ist. 

Auch bei der in Figur 5 dargestellten Ausfiihrungsf orm be- 
finden sich in den Kammern 10,12 vorzugsweise (der Uber t - 
sichtlichkeit halber nicht dargestellte) Magn.etriihrele- 
mente, die bei der Herstellung des Moduls 2 in die Kam- 
mern eingebracht wurden, so dafi der gebrauchsf ertig an 
den Benutzer gelieferte Modul die Magnetruhrelemente 17 
vorgepackt enthalt. 

Die erf indungsgemafien Bioreaktionsmodule ermoglichen eine 
sehr. ef fektive biochemische Reaktion mit einer ver- 
gleichsweise geringen Austauschf lciche 7a der Membran 7 in 
Relation zu dem Volumen der jeweiligen Systemkammer 12. 
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Vorzugsweise liegt die Relation zwischen der Gesamtaus- 
tauschf lache von einer oder mehreren die Systemkammer 12 
gegenuber einer oder . mehreren Versorgungskammern begren- 
zenden Membranen und dem Gesamtvolumen der Systemkammer 
12 bei hochstens 4,0 Einheit" 1 , wobei eine Untergrenze 
von 0,2 Einheit" 1 nicht unterschritten werden sollte. 

Der in Figur 5 dargestellte Bioreaktionsmodul ermoglicht 
eine besonders einfache Handhabung ohne Einschrankungen 
der Ef fektivitat . Er ist sehr klein, wie die in Figur 4 
eingetragenen Mafiangaben (in mm) verdeut lichen. Zweckma- 
Sigerweise bilden die Wande 38,39, die die Fullof fnungen 
40,41 und vorzugsweise auch die Entltif tungsof fnungen. 
45,46 enthalten, jeweils eine Standf lache 54 bzw. 55, die 
so ausgebildet und orient iert ist, daS die jeweils andere 
Kammer 12 bzw. 10 befullt werden kann, wenn der Modul 2 
auf einer eine der Kammern 10 bzw. 12 begrenzenden Stand- 
f lache 54 bzw. 55 steht, 

Bei einem Modul mit nur zwei Kammern ist die dargestellte 
Gestaltung mit zwei im wesentlichen parallel verlauf enden 
einander gegeniiberliegenden Flachen 38,39, darin enthal- 
tenen Of fnungen 40,41,45,46 und den entsprechen Klapptei- 
len 49 bis 52 besonders vorteilhaf t . Die genannten Kon- 
struktionselemente sind aber auch bei anderen Gestaltun- 
gen des Bioreaktionsmodul s 2 vorteilhaf t verwendbar. 


WO 00/44877 


PCT/DEOO/00190 


17 


Anspruche 

1. Bioreaktionsmodul fur biochemische Reaktionen, insbe- 
sondere fur die zellfreie Polypeptid-Biosynthese, 

mit einera GehSuse (1), das eine Systemkammer (12) und 
eine Versorgungskammer (10) umschliefit, wobei die Sy- 
stemkammer (12) wShrend der biochemischen Reaktion 
ein produzierendes System enthalt, die Versorgungs- 
kammer (10) wShrend der biochemischen Reaktion eine 
Versorgungsf liissigkeit enthalt und die Systemkammer 
(12) und die Versorgungskammer (10) durch eine semi- 
permeable Membran (7) getrennt sind, 

bei welchem das Gehause (1) mindestens zwei Kammer- 
teile (3,5) aufweist, zwischen denen eine semiper- 
meable Membran (7) mittels die Membran (7) an ihrem 
peripheren Randbereich (14) einfassenden Dichtungs- 
mitteln (9) derartig abdichtend gespannt ist, daS die 
Systemkammer (12) von einem Systemkammerteil (5) und 
der semipermeablen Membran (7) und die Versorgungs- 
kammer von einem Versorgungskammerteil (3) und der 
semipermeablen Membran (7) begrenzt ist. 

2. Modul nach Anspruch 1, bei welchem eines der Kammer- 
teile (5 bzw. 3) in dem zum Einspannen der semiperme- 
ablen Membran (7) dienenden Spannbereich (18) eine 
umlaufende Nut (13) und das andere Kammerteil (3 bzw. 
5) eine in die Nut (13) eindringende vorspringende 
Rippe (16) aufweist, durch die die Membran (7) an ih- 
rem zwischen den Kammerteilen (3,5) eingespannten pe- 
ripheren Randbereich (14) in die Nut gedruckt wird. 
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3. Modul nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei 
welchem die mindestens eine Versorgungskammer (10) 
und/oder die Systemkammer (12) ein Magnetruhrelement 
(17) enthalt. 

4. Modul nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei 
welchem mindestens eines der Kammerteile (3,5) in ei- 
ner der semipermeablen Membran (7) gegeniiberliegenden 
Wand (38,39) eine Fulloffnung (40,41) zum Fullen der 
von dem Kammerteil (3,5) umschlossenen Kammer (10,12). 
auf weist . 

5. Modul nach Anspruch 4, bei welchem sowohl das System- 
kammerteil (5) als auch das Versorgungskammerteil (3) 
in einer der Membran gegeniiberliegenden Wand (38,3 9) 
eine Fulloffnung (40,41) zum Fullen der von dem Kam- 
merteil (3,5) umschlossenen Kammer (10,12) auf weist. 

6. Modul nach Anspruch 5, bei welchem die die Fiilloff- 
nungen (40,41) enthalt enen Wande (38,39) des System - 
kammerteils (5) und des Versorgungskammerteils (3) 
jeweils als Standflachen (54,55) fur den Modul (2) 
ausgebildet und derartig orientiert sind, daS bei auf 
einer solchen Standflache (z.B. 54) stehendem Modul 
die jeweils andere Kammer (z.B. 12) befiillt werden 
kann. 

7.. Modul nach einem der Anspruche 4 bis 6, bei welchem 
. die Fulloffnung (4 0,41) mittels eines VerschluSstop- 
fens (47) verschlieSbar ist, der von einem Klappteil 
(49-52) hervorspringt , das an der der semipermeablen 
Membran (7) gegeniiberliegenden Wand (38,39) schwenk- 
bar angel enkt ist. 


* WO 00/44877 


PCT/DE00/00190 


19 


8. Modul nach einem der Anspruche 4 bis 7, bei welchem 
die der semipermeablen Membran (7) gegemiberliegende 
Wand (38,39) auEer der Fiilloffnung (40,41) eine zu- 
satzliche Entluf tungsof f nung (45,46) aufweist. 

9. Modul nach einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
welchem die semipermeable Membran (7) eine Dialyse- 
membran ist . 

10. Modul nach einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
welchem die AusschluSgrenze der Membran (7) minde- 
stens 10 kDalton und hochstens 20 kDalton betragt. 

11. Modul nach einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
welchem das Gehause eine Systemkammer (12) und zwei 
an die Systemkammer angrenzende Versorgungskammern 
(10,11) einschlieSt, die von der Systemkammer (12) 
durch eine erste und eine zweite semipermeable Mem- 
bran (7,8) getrennt sind und das Gehause (1) zwei 
Versorgungskammerteile (3,4) aufweist, wobei die er- 
ste semipermeable Membran (7) zwischen dem Systemkam- 
merteil (5) und dem ersten Versorgungskammerteil (3) 
und die zweite semipermeable Membran (8) zwischen dem 
Systemkammerteil (5) und dem zweiten Versorgungskam- 
merteil (4) eingespannt ist. 

12. Modul nach einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
welchem die Relation zwischen dem Volumen der System- 
kammer (12) und dem Gesamtvolumen von einer oder meh- 
reren an die Systemkammer (12) angrenzenden, von die- 
ser durch eine semipermeable Membran getrennten Ver- 
sorgungskammern (10,11) mindestens 1:5 und hochstens 
1:20 betragt . 
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13. Modul nach einer der vorhergehenden Anspriiche, bei 
welchem die Relation zwischen der Gesamtaustausch-. 
flache von einer oder mehreren die Systemkammer ge- 
genuber einer oder mehreren Versorgungskammern be- 
grenzenden Membranen und dem Gesamtvolumen der Sy- 
stemkammer mindestens 0,2 Einheit" 1 und hochstens 
4,0 Einheit" 1 betrSgt. 

14. Verfahren zur Durchfuhrung einer biochemischen Reak- 
tion mittels eines Modul s nach einem der vorhergehen- 
den Anspriiche, bei welchem wahrend der biochemischen 
Reaktion die Versorgungsf lussigkeit in der Versor- 
gungskammer (10) nicht mit externem Druck beauf- 
schlagt wird, so dafi der molekulare Austausch zwi- 
schen der Versorgungskammer (10) und der Systemkammer 
(12) im wesent lichen auf Diffusion basiert. 

15 . Verfahren nach Anspruch 14 in Verbindung mit Anspruch 
3, bei welchem das produzierende System und/oder die 
Versorgungsf lussigkeit wahrend der biochemischen Re- 
aktion mittels des Magnetriihrelementes (17) geruhrt 
wird . 

16. Verfahren nach Anspruch 14, bei welchem der Bioreak- 
tionsmodul wahrend der biochemischen Reaktion ge- 
schuttelt wird. 
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